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1 – Enquadramento 
 
As zonas húmidas estão entre os ecossistemas mais importantes do planeta, devido 
à sua biodiversidade e produtividade, e encontram-se distribuídas por todo o globo. 
São frequentemente diversas em relação à origem, à geomorfologia e à fonte de 
alimentação e não podem ser consideradas nem terrestres, nem aquáticas, pelo que 
para a maioria dos autores a sua definição é complexa (Keddy et al., 2009; Mitsch & 
Gosselink, 2015; Keddy, 2010). As características que permitem identificar zonas 
húmidas são solos hídricos e vegetação hidrófita (vegetação aquática). Estas 
características estarão presentes, exceto onde, e se, fatores físicos, bióticos ou 
antropogénicos específicos as removerem ou impedirem o seu desenvolvimento 
(Silva, 2012). 
De acordo com a definição proposta na Convenção sobre zonas húmidas de 
Importância Internacional (UNESCO, 1971; Ramsar, 2013), as zonas húmidas são 
“áreas de pântano, paul, turfeira ou água, naturais ou artificiais, permanentes ou 
temporárias, com água parada ou corrente, doce, salobra ou salgada, incluindo água 
do mar cuja profundidade na maré baixa não exceda os seis metros”.  
Como se deduz desta definição, existe uma grande variedade de habitats dentro das 
zonas húmidas. Um tipo de zona húmida muito interessante pelo seu funcionamento 
ecológico são os charcos temporários, caracterizados pela alternância de uma fase 
seca e de uma fase inundada. Contrariamente aos charcos permanentes, a 
persistência de boas condições ecológicas por longos períodos de tempo nos charcos 
temporários deve-se ao facto de, durante a fase seca, a matéria orgânica acumulada 
durante a fase húmida oxidar, não se verificando um aumento de sedimentos ao longo 
do ano (Biggs et al., 1994; Williams et al., 2001). Apesar da sua dimensão, 
comparativamente com outros corpos de água, os charcos temporários constituem 
uma parte importante dos recursos de água doce continental e contribuem 
significativamente para a biodiversidade aquática (Williams et al., 2003; Davies et al., 
2008), uma vez que se encontram amplamente distribuídos na paisagem (Oertli et al., 
2009). Ocorrem por todo o globo e são variáveis em relação à sua forma, tamanho, 
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período de inundação e biodiversidade (Williams et al., 2001). A área Mediterrânica é 
particularmente rica em zonas húmidas de grande valor ecológico, social e económico 
(Rosseló-Graell, 2003).  
As características do clima mediterrânico – chuvoso no inverno e seco no verão – 
condicionam a ocorrência de um habitat particular deste clima, os charcos temporários 
mediterrânicos. São depressões pouco profundas, de dimensões reduzidas, 
endorreicas e situadas sobre substratos impermeáveis com águas oligotróficas e 
pouco mineralizadas (Ruiz, 2008; Camacho et al., 2009). Caracterizam-se por 
apresentar comunidades pertencentes às alianças Isoetion, Nanocyperion 
flavescentis, Preslion cervinae, Agrostion salmanticae, Heleochloion e Lythrion 
tribracteati (EC, 2007). Apresentam alternância entre uma fase em que se verifica 
acumulação de água da chuva, geralmente no inverno e início da primavera, em que 
existe um período de submersão e, posteriormente, uma fase terrestre, quando ocorre 
dessecação do solo anteriormente inundado sendo que estas variações hidrológicas 
são um fator essencial na dinâmica deste habitat (Grillas et al., 2004). 
Embora a altura da coluna de água nos charcos geralmente não exceda os quarenta 
centímetros de profundidade e o período de inundação geralmente não ultrapasse os 
cinco meses, o início e duração deste período e a altura da coluna de água dependem 
das condições meteorológicas de cada ano, que são muito variáveis (Canha & Pinto-
Cruz, 2010), não só de ano para ano como até ao longo do mesmo ano. Em casos 
extremos, alguns charcos podem mesmo manter água por mais de um ano enquanto 
outros podem permanecer secos pelo mesmo período, dependendo da quantidade de 
chuva (Zacharias et al., 2007).  
Em consequência da adaptação a estas condições ecológicas tão específicas e 
extremadas, os seres vivos que colonizam estes ambientes são muito peculiares, quer 
do ponto de vista fisiológico, quer considerando as transformações morfológicas que 
sofrem no decurso do seu ciclo de vida para poderem sobreviver nas melhores 
condições (Grillas et al., 2004). Quanto à flora, caracteriza-se por uma elevada 
heterogeneidade morfológica, taxonómica e ecológica, abrangendo espécies capazes 
de tolerar solos alagados, espécies anfíbias que habitam quer na terra quer na água, 
e plantas aquáticas adaptadas a águas profundas (Barret et al., 1993; Baggela & 
Caria, 2012). 
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O período de inundação, a altura e o tempo de permanência de água são fatores que, 
conjugados com situações topográficas de depressão e impermeabilidade do solo, 
determinam a zonação destas comunidades (Silva, 2009). Ocorrem três zonas 
concêntricas: na zona central dominam comunidades aquáticas de início de 
primavera, na zona intermédia comunidades hidrófilas perenes e na zona externa 
comunidades hidrófilas de pequenas plantas anuais (Bouhim et al., 2010; Pinto-Cruz 
et al., 2011a). Além das variações no elenco de espécies presentes a nível espacial 
existem também variações a nível temporal, tanto intra-anual como inter-anual 
(Espírito-Santo & Arsénio, 2005; Gómez-Rodriguez et al., 2009). 
 Estes habitats, considerados hot spots de biodiversidade, são vitais para muitas 
espécies raras e ameaçadas, quer de flora quer de fauna, tanto a nível europeu como 
global (Grillas et al., 2004; Céréghino et al., 2008; Canha & Pinto-Cruz, 2010). Além 
disto, os complexos de charcos suportam meta-populações de espécies de plantas, 
anfíbios e invertebrados aquáticos e têm um papel importante na conectividade entre 
outros habitats de água doce (Canha & Pinto-Cruz, 2010). Devido à sua importância 
biológica e ecológica têm elevado interesse do ponto de vista da conservação. No 
contexto da União Europeia são considerados habitats prioritários (habitat 3170*) pela 
Diretiva Comunitária 92/43/CEE – Anexo I e em Portugal pela transposição desta 
Diretiva no Plano Sectorial da Rede Natura 2000 – PSRN2000. Além disto, estes 
ecossistemas estão reconhecidos pela Convenção de Ramsar e abrangidos pela 
Diretiva Quadro da Água. 
Apesar dos regimes de proteção a taxa de destruição dos charcos temporários 
mediterrânicos na Bacia Mediterrânica é alarmante (Gallego-Fernández et al., 1999; 
Rhazi et al., 2001; Canha & Pinto-Cruz, 2010; Rhazi et al., 2011; Ferreira & Beja, 
2013). As medidas de proteção por si só não se têm vindo a revelar suficientes para 
a consciencialização do valor biológico, económico e cultural destes habitats pelos 
cidadãos (Hay et al., 1999; Silva, 2009), que se encontram cada vez mais ameaçados 
devido à ação humana, à sua fragilidade ecológica e ao desconhecimento do seu valor 
natural (Zacharias & Zamparas, 2010).Tradicionalmente vistos como áreas não-
produtivas, estão atualmente sujeitos a técnicas agrícolas intensivas, como lavouras 
profundas de solo, drenagem, irrigação e fertilização de culturas nas suas imediações, 
terraplanagem da superfície ou a sua transformação em reservatórios permanentes 
para rega ou abeberamento do gado. As ameaças a este habitat também incluem a 
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pressão turística, a florestação, a circulação de viaturas, o sobrepastoreio ou a 
cessação do pastoreio, as espécies invasoras e as alterações climáticas, assim como 
o desconhecimento e a falta de informação sobre o seu valor biológico e ecológico 
(Grillas et al., 2004; Dimitriou et al., 2006; EPCN, 2008).  
A conservação destes habitats é de extrema importância e deve tentar abranger todo 
o tipo de hidroperíodos, profundidades e áreas, uma vez que diferentes espécies têm 
diferentes preferências (Pereira, 2011). Além da conservação in situ também é 
importante a conservação ex situ. A conservação ex situ da flora está intimamente 
ligada à prática de recolha e armazenamento de sementes em bancos de 
germoplasma, que constituem uma forma efetiva, simples e económica para a 
conservação de material vegetal a longo prazo, já que permitem a conservação de 
uma enorme diversidade genética num mesmo local (ENSCONET, 2009). 
A conservação da diversidade vegetal nasceu com o objetivo de combater a perda 
exponencial das espécies devida em parte a fenómenos naturais, mas essencialmente 
a atividades humanas, proteger as sementes de espécies ameaçadas de extinção, 
mas também manter, através de técnicas de preservação a longo prazo, esporos, 
estacas, tecido ou qualquer outro material que constitui parte da biodiversidade 
genética do planeta (Bacchetta et al., 2008). Foi a descoberta, na década de sessenta, 
que o mundo estava a sofrer uma grave crise de diversidade genética em culturas que 
expôs a necessidade de tomar medidas concretas para a conservação da 
biodiversidade vegetal e constituiu o catalisador para a criação do primeiro banco de 
germoplasma (Bacchetta et al., 2008). De igual modo, a conservação ex situ de 
plantas selvagens contribui para proteger e preservar as espécies selvagens da 
extinção, sendo reconhecida como um importante complemento das ações 
desenvolvidas no terreno. A recolha e conservação do germoplasma das espécies 
presentes nos charcos temporários mediterrânicos, muitas das quais são exclusivas 
destes habitats, permite a minimização da erosão dos recursos genéticos de um 
habitat ameaçado e a disponibilização desses recursos para ações de restauro 
futuras.  
No entanto, não devemos esquecer que a conservação ex situ não constitui um fim 
em si e que todas as ações levadas a cabo são parte de uma estratégia global de 
conservação. Em muitos centros de conservação de germoplasma são desenvolvidos 
estudos sobre biologia reprodutiva. Os ensaios de germinação são essenciais como 
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pontos de partida para desenvolver métodos de produção de plantas para projetos de 
recuperação para a conservação in situ de espécies ameaçadas. Assim, a filosofia da 
conservação converge para o desenvolvimento de atividades de conservação in situ, 
a fim de preservar plantas diretamente no seu ambiente natural (Bacchetta et al., 
2008).  
A conservação ex situ incluindo os ensaios de germinação de sementes e esporos, 
deve por isso ser considerada uma ferramenta útil e essencial para as intervenções a 
efetuar in situ e, especialmente em casos extremos de extinção iminente das 
populações naturais, como o único caminho possível para a sua preservação 
(Bacchetta et al., 2008). 
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2 – Ecologia da germinação de sementes de espécies de 
charcos temporários mediterrânicos – implicações para a 
conservação 
 
2.1 – Resumo 
 
Devido às inúmeras ameaças que se fazem sentir sobre este habitat protegido – os 
charcos temporários mediterrânicos (CTM) – a recoleção de germoplasma e os 
estudos da reprodução podem contribuir para a sua preservação. As espécies 
características dos CTM germinam em condições hidrológicas e climatológicas muito 
variáveis de ano para ano e que se verificam apenas durante um período de tempo 
curto. No entanto, o conhecimento sobre a ecologia da germinação das suas espécies 
mais emblemáticas é escasso, em particular após um período de conservação ex situ, 
durante o qual pode ocorrer dormência ou diminuição da sua viabilidade. É por isso 
crucial obter este conhecimento de modo a poder planificar com sucesso a utilização 
destas sementes para efeitos de recuperação de CTM.  
Os principais objetivos deste trabalho são determinar qual a viabilidade das sementes 
recolhidas e quais as condições de luz e temperatura mais adequadas à maximização 
da germinação de cada uma das espécies estudadas. A experimentação foi efetuada 
em ambiente controlado – câmara de germinação sob um fotoperíodo de 12h e 
temperaturas constantes de 15ºC, a simular as condições de temperatura que se 
verificam no centro do charco no outono e primavera, ou alternadas de 20 e 10ºC, a 
simular as condições de temperatura que se verificam na periferia do charco nos 
períodos diurno e noturno, respetivamente. Os resultados obtidos permitiram concluir 
que a viabilidade inicial dos lotes de semente colhida era elevada o que os torna 
adequados para a conservação ex situ. De um modo geral, a luz favoreceu a 
germinação das sementes, tal como a temperatura alternada. 
 
 
Palavras-chave: conservação ex situ; fotoperíodo; temperatura; viabilidade das 
sementes; Costa Sudoeste de Portugal. 
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 Germination ecology of seeds from species of Mediterra-
nean temporary ponds – implications for conservation  
 
2.2 – Abstract 
 
Considering the numerous threats to the protected habitat Mediterranean Temporary 
Ponds (MTP), collecting germplasm and performing reproduction studies could 
contribute to its preservation. The characteristics species of MTP germinate in variable 
hydrological and climatological conditions each year during a short period of time. 
However, knowledge about the ecology of germination of its most emblematic species 
is scarce, particularly after a period of ex situ conservation, during which dormancy or 
decreased viability may occur. It is therefore crucial to acquire this knowledge in order 
to successfully plan the use of these seeds in MTP recovery.  
The main objectives of this study were to determine the viability of the collected seeds 
and which were the light and temperature conditions best suited to maximize the 
germination of each species studied. The experimentation was performed in a 
controlled environment - a growth chamber under a photoperiod of 12 hours and 
constant temperatures of 15ºC to simulate the temperature conditions of the pond 
center) or alternating temperature of 20 and 10°C to simulate the temperature 
conditions on the margins of the pond, during day and night, respectively. The results 
allowed us to conclude that the initial viability of the collected seed batches was high 
and thus adequate to ex situ conservation. We found that in general light enhanced 
seed germination and that alternating temperature also favored seed germination.  
 
 
 
 
Keywords: ex situ conservation; photoperiod; temperature; seed viability; SW Coast 
of Portugal. 
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2.3 – Introdução 
 
Os Charcos Temporários Mediterrânicos estão classificados como um dos habitats de 
água doce mais notáveis devido à riqueza específica que albergam (Grillas et al., 
2004; Pinto-Cruz et al., 2011a). Para além da sua elevada importância biológica e 
ecológica apresentam ainda valor intrínseco, estético, educacional e científico (EPCN, 
2008; Canha & Pinto-Cruz, 2010). 
Na região Mediterrânica, os CTM apresentam um acentuado declínio (Zacharias et al., 
2007; Zacharias & Zamparas, 2010; Rhazi et al., 2011), encontrando-se sujeitos a uma 
grande variedade de pressões que levam a diferentes formas de degradação e 
alteram o seu funcionamento a diferentes níveis (Ruiz, 2008; Rhazi et al., 2011; Pérez-
Bilbao et al., 2015). De um modo geral, as ameaças aos CTM estão relacionadas com 
as alterações no funcionamento hidrológico, a poluição, a ocorrência de espécies 
alóctones ou exóticas e os efeitos das alterações climáticas (Pérez-Bilbao et al., 
2015). A maioria deles têm sido transformados pela agricultura ou outras atividades 
humanas. Entre as ações antropogénicas com mais impacto estão a drenagem, o 
desenvolvimento urbano, a agricultura intensiva, o despejo de lixos, a poluição por 
fertilizantes e pesticidas, as atividades pecuárias, a extração de água, o 
aprofundamento para transformação em reservatórios para irrigação e as 
perturbações das águas subterrâneas (Fonseca et al., 2008). Se as alterações 
climáticas resultarem na redução da precipitação na região do Mediterrâneo, os 
hidroperíodos dos charcos temporários mediterrânicos podem tornar-se mais curtos, 
ou até desaparecerem, devido à queda dos níveis de água subterrânea e à redução 
do input através da chuva e da escorrência superficial (Zacharias et al., 2007). A 
irregularidade do regime hídrico e a correspondente variação do período de inundação 
dos charcos pode implicar variações na dinâmica do ciclo vital das espécies em anos 
sucessivos.  
Os declínios na biodiversidade atingem maior expressão em ecossistemas aquáticos 
do que em ecossistemas terrestres (Sala et al., 2000), pelo que, em muitos países, as 
plantas aquáticas se encontram entre os organismos mais ameaçados (Preston & 
Croft, 2001). As muitas e variadas ameaças a que as plantas aquáticas estão sujeitas 
(p.e., eutrofização, competição com ervas daninhas e algas, aquecimento global, 
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perda e degradação de zonas húmidas) levou a que sejam consideradas prioritárias 
medidas de conservação in situ (Hay et al., 1999). No entanto, os regimes de proteção 
por si só não se revelaram suficientes, pelo que se tornou necessário recorrer 
complementarmente à conservação ex situ (Hay et al., 1999). O armazenamento de 
sementes em bancos de germoplasma permite que um grande número de sementes 
viáveis sejam armazenadas por períodos mais ou menos longos (Walters et al., 2004) 
e possibilita o fornecimento de material, tanto para investigação como para 
reintrodução na natureza (Hay et al., 1999).  
A conservação ex situ proporciona uma opção eficaz e economicamente viável para 
conservar a diversidade genética de populações de plantas (Hong & Ellis, 1996), 
desempenhando um papel importante na salvaguarda de espécies vegetais terrestres 
e aquáticas (UNEP, 1992). A conservação ex situ da flora selvagem em bancos de 
germoplasma constitui uma ferramenta de conservação cuja relevância tem vindo a 
ser reconhecida face ao aumento verificado de espécies ameaçadas, parte das quais 
requer medidas imediatas de conservação (Bacchetta et al., 2008). Por outro lado, os 
bancos de germoplasma podem constituir igualmente uma medida de conservação 
preventiva, funcionando como um seguro contra ameaças futuras, situação 
particularmente importante em espécies que apresentam maior probabilidade de 
extinção por terem populações pequenas ou muito localizadas, isto é, 
geograficamente muito circunscritas (ICNF, s/data). Efetivamente, este recurso pode 
permitir a reintrodução ou o reforço populacional, sendo por essa razão tão importante 
assegurar a adequada representação genética das espécies conservadas ex situ 
(ICNF, s/data). 
As sementes de espécies de plantas aquáticas tendem a ser sensíveis às condições 
ambientais e requerem temperaturas específicas e regimes hídricos apropriados para 
a sua germinação (Casanova & Brock, 2000; Grillas et al., 2004). A maior parte das 
espécies possuem sementes que podem apresentar dormência para evitar que ocorra 
germinação, e o subsequente desenvolvimento de plântulas, antes ou durante o 
período em que as condições ambientais são desfavoráveis (Baskin & Baskin, 1998). 
Esta adaptação pode ser vista como um mecanismo de sobrevivência a um ambiente 
sazonalmente variável (Westoby, 1981). A dormência tende a ser uma característica 
de vida mais importante nas espécies anuais do que em espécies perenes devido ao 
caráter efémero dos seus estádios vegetativos (Forbis, 2010), mas os requisitos de 
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quebra de dormência de sementes de plantas aquáticas são muitas vezes complexos 
e/ou desconhecidos.  
O conhecimento sobre a ecologia da germinação das espécies de charcos 
temporários mediterrânicos é escasso (Leck, 1989), mas essencial para o 
desenvolvimento de protocolos e técnicas de restauração apropriadas (Bowes, 1999). 
Por isso é crucial determinar quais as condições de luz e temperatura mais adequadas 
à maximização da germinação das espécies estudadas, após a sua colheita. Por outro 
lado, essa informação também permite determinar posteriormente, por comparação, 
quais as alterações que ocorrem nas taxas de germinação e na viabilidade durante as 
fases subsequentes da conservação ex situ – a secagem e a conservação no frio – e 
com isso decidir se estas técnicas de conservação são ou não adequadas para as 
espécies em causa. Essa caracterização iniciou-se com este trabalho. 
Os objetivos deste estudo são determinar qual a viabilidade das sementes recolhidas, 
determinar a ecologia da germinação de espécies importantes para a conservação de 
charcos temporários mediterrânicos e servir de base de comparação para deteção de 
alterações na viabilidade e nas taxas de germinação durante as fases subsequentes 
da conservação ex situ. Os regimes de luz e de temperatura escolhidos visam simular 
as condições ecológicas do centro e da periferia de um charco durante a primavera e 
outono. 
 
 
2.4 – Material e métodos 
 
Foram selecionadas 19 espécies de sementes e uma de macrósporos (Isoetes 
setaceum) de CTM por serem exclusivas deste habitat ou importantes para a sua 
conservação. As espécies alvo deste estudo foram Agrostis stolonifera L., Baldellia 
ranunculoides (L.) Parl., Caropsis verticillato-inundata (Thore) Rauschert, Eleocharis 
palustris (L.) Roem. & Schult., Erica ciliaris Loefl. ex L., Eryngium corniculatum Lam., 
Exaculum pusillum (Lam.) Caruel, Hyacinthoides vicentina (Hoffmanns. & Link) 
Rothm., Hypericum elodes L., Illecebrum verticillatum L., Isoetes setaceum Lam., 
Juncus emmanuelis A. Fern. & J. G. Garcia, Juncus heterophyllus Dufour, Juncus 
rugosus Steud., Lobelia urens L., Lythrum borysthenicum (Schrank) Litv., Potentilla 
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erecta (L.) Raeusch., Romulea ramiflora Ten. subsp. ramiflora, Scilla autumnalis L., 
Solenopsis laurentia (L.) C. Presl. A nomenclatura das espécies está de acordo com 
a Flora Ibérica (Castroviejo et al., 1986-2012).  
As sementes e os macrósporos destas espécies foram coletadas entre os meses de 
maio e setembro de 2014 em charcos estudados no âmbito do projeto LIFE+ 
"Conservação de charcos temporários na costa Sudoeste de Portugal" e guardadas 
em local seco até à sua limpeza e posterior utilização. 
Antes de delinear a experiência foi realizada consulta da bibliografia disponível e de 
bases de dados, como a Seed Information Database, RBGK (Liu et al., 2008: 
http://data.kew.org/sid/sidsearch.html), LEDA traitbase (http://www.leda-
traitbase.org/tomcat/LEDAportal/index.jsp), ou ENSCOBASE: the ENSCONET Virtual 
Seed Bank (© ENSCONET. European Native Seed Conservation Network). Esta 
consulta é fundamental para identificar os requisitos de germinação das espécies 
selecionadas. Quando não existe informação prévia, a seleção das condições de 
germinação deverá basear-se em informações sobre a ecologia (habitat e clima). 
As sementes e os macrósporos foram limpos meticulosamente de detritos utilizando 
crivos (®Retsch) de malha adequada (Figuras 1 e 2). 
 
 
Fig. 1 e 2 - Limpeza de sementes em crivos 
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De cada espécie foram separadas 100 sementes ou macrósporos e colocados em 4 
eppendorfs (25 por eppendorf) devidamente etiquetados onde foram desinfetados 
com uma solução 1:1 de hipoclorito de sódio (lixivia comercial a 5%) e água destilada, 
e lavados depois duas vezes com água destilada (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 – Desinfeção das sementes 
 
 
Após serem bem escorridos, as sementes e os macrósporos foram colocados na 
estufa (Memmert®) a 40ºC, dentro dos mesmos eppendorfs, durante quatro a cinco 
dias para garantir a secagem completa por evaporação. 
Para todos os ensaios foram usadas placas de Petri de vidro com tampa de 9 cm de 
diâmetro. Estas placas foram lavadas e esterilizadas em estufa (®Memmert) a 180ºC 
durante 2 horas antes de receberem aproximadamente 64 ml de uma preparação de 
agar bacteriológico a 1% cada, o meio onde foram colocadas as 25 sementes ou 
macrósporos previamente separados e desinfetados. Tanto a colocação do agar como 
das sementes e dos macrósporos e a posterior selagem das caixas com ®Parafilm 
foram realizadas numa câmara de fluxo laminar (®Nuaire) para evitar contaminações 
(Figura 4).  
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Fig. 4 – Câmara de fluxo laminar 
 
Cada espécie foi distribuída por 4 placas de Petri (totalizando 25 sementes ou 
macrósporos em cada placa) devidamente identificadas, duas das quais foram 
embrulhadas em papel de alumínio para simular a germinação na ausência de luz, 
perfazendo 80 caixas.  
As amostras foram colocadas numa incubadora (Figura 5) com temperatura e 
luminosidade controladas durante 34 dias sob um fotoperíodo de 12/12h e dois 
regimes de temperatura: temperatura constante de 15ºC para simular as condições 
de outono/primavera no centro do charco e temperaturas alternadas (12h sem luz a 
10ºC/12h com luz a 20ºC), correspondentes às condições que se verificariam na 
margem do charco. 
Durante os ensaios foram efetuadas contagens periódicas, com aproximadamente 4 
dias de intervalo, tendo-se considerado como germinadas as sementes com uma 
radícula de pelo menos 1mm. A germinação ocorrida na ausência de luz foi 
contabilizada uma única vez no final do ensaio. As sementes ou os macrósporos não 
germinados no final deste período, sempre que o seu tamanho o permitia, foram 
cortados longitudinalmente com um bisturi para observação do estado do embrião ou 
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gamatófito e consequente determinação da viabilidade de acordo com esse estado. 
Foram consideradas viáveis as sementes cujo embrião apresentava tecidos brancos, 
firmes e sem necroses. Quando as sementes eram demasiado pequenas (p.e., Erica 
ciliaris, Solenopsis laurentia, Lobelia urens) o teste à viabilidade foi feito utilizando o 
teste de pressão, em que são consideradas viáveis apenas as sementes que 
oferecem resistência à pressão exercida por uma pinça de pontas finas. Em ambos 
os casos, os embriões ou gametófitos foram observados com lupa binocular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 - Incubadora com temperatura e luminosidade controladas 
 
 
Os dados foram analisados utilizando um modelo linear generalizado (GLM) em R (R 
Development Core Team 2011) com a função logit link, com estrutura binomial, tendo 
em consideração as eventuais interações entre os tratamentos. Quando as interações 
não eram significativas (P>0,05) entre tratamentos o modelo foi repetido sem 
considerar as interações. 
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2.5 – Resultados 
 
A viabilidade das sementes estudadas foi elevada (superior a 70%), à exceção das 
sementes de Potentilla erecta, cuja taxa de viabilidade não atingiu 40% (Figura 6), e 
que não foi considerada na análise das taxas de germinação por esse motivo. As 
espécies cujas sementes tiveram uma taxa de viabilidade mais elevada (superior a 
95%) foram Romulea ramiflora com uma taxa de viabilidade de 100%, Hyacinthoides 
vicentina com 99,5%, Juncus emmanuelis com 97,6% e Juncus heterophyllus com 
95,4% (Figura 6). 
 
 
 
 
Fig. 6 – Viabilidade das sementes em estudo. 
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Em relação à germinação, Illecebrum verticillatum, Juncus emmanuelis, Juncus 
heterophyllus, Lythrum borysthenicum e Romulea ramiflora (Figura 7) apresentaram 
taxas de germinação elevadas (> 75 %) em pelo menos uma das modalidades dos 
tratamentos. A percentagem de germinação das sementes de Baldellia ranunculoides 
foi muito reduzida (2,3%), e deu-se apenas com luz e temperatura constante. Erica 
ciliaris apresentou igualmente uma percentagem de germinação muito reduzida 
(3,7%) com luz e temperatura alternada (Figura 8). Com as condições de temperatura 
e luz utilizadas não se verificou germinação nas sementes de Eleocharis palustris, 
Lobelia urens e Scilla autumnalis nem nos marcrósporos de Isoetes setaceum. Devido 
à falta de germinação ou a apresentarem taxas de germinação muito reduzidas estas 
espécies não foram abrangidas nas análises estatísticas.  
O regime de luz influenciou significativamente a taxa de germinação das sementes de 
Agrostis stolonifera (Figuras 9 e 10), Caropsis verticillato-inundata, Exaculum pusillum, 
Juncus emmanuelis, Juncus rugosus, Lythrum borysthenicum e Solenopsis laurentia 
(Tabela 1), favorecendo a germinação sob o fotoperíodo de 12/12h. No caso de 
Agrostis stolonifera existiu interação entre luz e temperatura, pelo que o efeito da luz 
dependeu da temperatura, ou seja, a germinação foi favorecida pela luz unicamente 
com temperaturas alternadas. A germinação das espécies do género Juncus foi muito 
diminuta na ausência de luz e, no limite, nenhuma das sementes de Juncus 
heterophyllus germinou sem luz (Figura 8). 
O regime de temperatura (temperatura constante versus temperatura alternada) 
influenciou significativamente a germinação das sementes da maioria das espécies 
estudadas: Agrostis stolonifera, Caropsis verticillato-inundata, Eryngium corniculatum, 
Exaculum pusillum, Hyacinthoides vicentina, Hypericum elodes, Illecebrum 
verticillatum, Juncus emmanuelis, Juncus heterophyllus, Romulea ramiflora e 
Solenopsis laurentia. As sementes de C. verticillato-inundata, E. pusillum, H. vicentina, 
H. elodes, I. verticillatum, J. emmanuelis e J. heterophyllus, apresentaram maior taxa 
de germinação com temperaturas alternadas. Já a taxa de germinação das sementes 
de Romulea ramiflora e Solenopsis laurentia foi maior em temperatura contínua. Nos 
casos de Agrostis stolonifera e Eryngium corniculatum existiu interação entre os 
tratamentos de luz e temperatura (Tabela 1). O regime de temperatura afetou a 
germinação das sementes destas espécies unicamente na ausência de luz, mas de 
forma oposta (Figura 8; Tabela 1). Enquanto a taxa de germinação de Eryngium 
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corniculatum aumentou com a temperatura alternada de 10 e 20ºC, a taxa de 
germinação de Agrostis stolonifera foi maior com temperaturas constante de 15ºC. 
 
 
 
 
Figura 7 – Germinação de sementes de Romulea ramiflora 
Ecologia da Germinação de Sementes de Espécies de Charcos Temporários Mediterrânicos – Implicações para a Conservação 
 
Ana Sofia Ramos Serralheiro  18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8- Percentagem de germinação das 15 espécies de sementes em estudo expostas a dois 
regimes de luz – um fotoperíodo de 12/12 h (Luz) e ausência de luz (Escuro) – e dois regimes 
de temperatura – temperatura constante (15ºC) e temperaturas alternadas (10ºC/20ºC). 
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Fig. 9 e 10 –  Germinação de Agrostis stolonifera em dois regimes de luz – com fotoperíodo 
de 12/12 h (Luz) à direita e ausência de luz (Escuro) à esquerda. 
 
 
 
Tabela 1 – Resultados do modelo linear generalizado da germinação de sementes com 
indicação dos valores de P do regime de luz (RL), do regime da temperatura (RT) e da 
interação entre eles. 
 
Espécies 
p 
RL 
p 
RT 
p 
RL x RT  
Agrostis stolonifera <0,001  0,003  0,011   
Caropsis verticillato-inundata <0,001 0,01 0,988  
Eryngium corniculatum 0,913 0,037  0,034  
Exaculum pusillum 0,001 <0,001 0,988  
Hyacinthoides vicentina 0.833 <0,001  0,774  
Hypericum elodes 0,722 0,03 0,992  
Illecebrum verticillatum 0,917 <0,001  0,443  
Juncus emmanuelis <0,001 <0,001 0,991  
Juncus heterophyllus - <0,001 0,999  
Juncus rugosus  <0,001 0,912 0,992  
Lythrum borysthenicum <0,001 0,085 0,989  
Romulea ramiflora 0,991 0,002 0,999  
Solenopsis laurentia <0,001 0,002 0,160  
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Como se pode constatar na Figura 11, as primeiras sementes a germinar (primeira 
contagem, 5º dia), foram de Illecebrum verticillatum e Lythrum borysthenicum. Os 
máximos da germinação acumulada, obtidos com um fotoperíodo de 12/12h e 
temperatura alternada, foram alcançados ao 13º dia para Illecebrum verticillatum 
(89%) e ao 10º dia para Lythrum borysthenicum (100%). A germinação das sementes 
de Agrostis stolonifera, tanto para temperatura constante como alternada, deu-se 
entre o 5º e o 10º dia, estabilizando em seguida. 
Na segunda contagem, no 10º dia, já se observava germinação em ambas as 
modalidades de temperatura nas sementes de Eryngium corniculatum, Exaculum 
pusillum e Solenopsis laurentia. Nas sementes de Eryngium corniculatum (Figura 12) 
registou-se estabilidade da taxa de germinação, em ambas as modalidades de 
temperatura, a partir do 17º dia. Para as sementes de Exaculum pusillum, a 
percentagem de germinação ao 10º dia era ligeiramente superior a temperatura 
constante. No entanto, verificou-se um aumento de germinação considerável sob 
temperatura alternada que se manteve até final. Na Solenopsis laurentia, a 
germinação iniciou-se de forma idêntica e no final do ensaio obtiveram-se 
percentagens muito semelhantes em ambos os regimes de temperatura. 
 A germinação das sementes de Hyacinthoides vicentina, Juncus emmanuelis, Juncus 
heterophyllus e Juncus rugosus começou mais cedo (antes do 10º dia, segunda 
contagem) na modalidade de temperatura alternada. Nas sementes de Juncus 
rugosus observou-se uma diferença considerável na percentagem de germinação 
entre o 10º e o 20º dia entre as duas modalidades de temperatura. Esta diferença foi 
diminuindo e, no fim do ensaio, a percentagem de germinação foi quase idêntica, em 
ambas  as modalidades. 
Nas sementes de Hypericum elodes a germinação iniciou-se a partir do 10º dia sob 
temperatura alternada, só ocorrendo germinação com  temperatura constante a partir 
do 20º dia, embora de forma muito incipiente.  
As sementes de Romulea ramiflora foram as que mais tarde iniciaram a germinação: 
sob temperatura constante e a partir do 13º dia. É no entanto de salientar que a 
percentagem de germinação no final do ensaio foi de 98%.  No caso da temperatura 
alternada, a germinação só se iniciou a partir do 10º dia e atingiu apenas 65,4%. 
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Fig. 11 – Germinação acumulada (%) ao longo do período de tempo que durou o ensaio das 
15 espécies de sementes em estudo, expostas a um fotoperíodo de 12/12 h e dois regimes 
de temperatura – temperatura constante (15ºC) e temperaturas alternadas (10ºC/20ºC).   
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Fig. 12 e 13 –  Germinação de sementes de Eryngium corniculatum 
 
 
 
2.6 – Discussão 
 
A viabilidade das sementes utilizadas foi elevada, com exceção de Potentilla erecta. 
Por vezes o período em que é possível efetuar a recolha de sementes maduras, ou 
quase maduras, antes da dispersão é muito curto. Como resultado, algumas das 
sementes de um lote são suscetíveis de ser imaturas, especialmente quando se trata 
de espécies com hábitos de floração muito específicos (Hay et al., 1999) afetando a 
viabilidade. A tolerância à dessecação, por exemplo, é adquirida durante o 
desenvolvimento da semente e, consequentemente, mesmo com espécies ortodoxas 
uma coleção pode conter sementes imaturas que se revelam recalcitrantes, isto é, não 
tolerantes à dessecação (Hay et al., 1999). 
Apesar da elevada taxa de viabilidade, algumas espécies, de entre as que nos 
propusemos estudar, não encontram as suas condições ótimas de germinação no 
intervalo de temperaturas selecionado, o que ficou confirmado com as baixas 
percentagens de germinação que atingiram nas experiências levadas a cabo, ou 
mesmo com a ausência de germinação. Perante a impossibilidade logística de testar 
C.Pinto-Cruz 
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no período de tempo considerado para este ensaio mais do que duas modalidades de 
temperatura com duas modalidades de luz, foram escolhidas, para começar, aquelas 
que dariam garantias de germinação para um maior número de espécies de acordo 
com bibliografia especializada (Baskin & Baskin, 1998; Probert, 2000). 
Dada a elevada taxa de viabilidade, podemos afirmar que as espécies que não 
germinaram se encontravam dormentes, ou dito de outro modo, as condições 
fornecidas não foram adequadas à quebra dessa dormência, ou os tratamentos 
efetuados não continuaram durante um período de tempo suficiente (Hay et al., 1999), 
como parece ser o caso de Baldellia ranunculoides e de Erica ciliaris, cujas sementes 
começaram a germinar nos últimos dias do ensaio.  
Relativamente a Eleocharis palustris embora tenha revelado possuir uma 
percentagem de viabilidade elevada, a sua germinação ocorre a temperatura mais 
elevada (ENSCONET Virtual Seed Bank). Para além disso, níveis elevados de 
germinação só são alcançados quando a dormência mecânica é removida por 
escarificação para expor a semente, tal como comprovado por Brochet et al. (2010). 
A taxa de germinação mais elevada foi obtida num regime de temperatura alternada 
– 12h sem luz a 19ºC/12h com luz a 33ºC – depois das sementes serem escarificadas 
(lascadas com bisturi) e sujeitadas a um tratamento químico com ácido giberélico 
(ENSCONET Virtual Seed Bank). Para Hypericum elodes também estão 
documentadas taxas de germinação com temperaturas mais elevadas (ENSCONET 
Virtual Seed Bank). 
Para as sementes de Lobelia urens é necessário um regime de temperatura alternada 
– 12h sem luz a 16ºC/12h com luz a 26ºC – para se obter uma taxa de germinação 
elevada (ENSCONET Virtual Seed Bank).  
No que concerne à Scilla autumnalis, embora o comportamento de germinação seja 
variável, outros estudos comprovaram como favorável para a germinação um regime 
de temperatura constante, com maior número de horas no escuro (ENSCONET Virtual 
Seed Bank). Níveis elevados de germinação foram obtidos a temperatura constante 
de 10ºC com um fotoperíodo de 8h com luz/16h sem luz. No entanto, também foram 
obtidas percentagens elevadas de germinação com temperatura constante alta – 31ºC 
– e fotoperíodo de 12/12h, após ser efetuada a escarificação das sementes 
antecedida por um pré-tratamento que consistia em manter as sementes embebidas 
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em 1% de agar durante algum tempo a baixa temperatura (ENSCONET Virtual Seed 
Bank).  
No caso do Isoetes setaceum, não se conseguiu observar o gametófito em nenhum 
dos macrósporos nas condições de luz e temperatura estudadas. Não foi encontrada 
informação sobre a germinação do gametófito desta espécie em condições 
específicas de luz e temperatura. 
A luz e a temperatura constituem dois parâmetros considerados de extrema 
importância na regulação da germinação (Baskin & Baskin, 1998).  
Os resultados deste estudo documentam os efeitos da luz e da temperatura na 
germinação das sementes das espécies analisadas.  
Embora o comportamento de germinação tenha variado entre as espécies estudadas 
verificou-se que o regime de temperatura (temperatura constante versus temperatura 
alternada) influencia significativamente a germinação. 
Para espécies de plantas aquáticas em todo o mundo, as temperaturas preferenciais 
para a germinação abaixo dos 15ºC não são comuns (Baskin & Baskin, 1998). 
Sementes de espécies não dormentes geralmente germinam com temperaturas entre 
os 5 e os 20ºC (Tuckett et al., 2010). No geral, espécies que ocorrem em habitats 
caracterizados por períodos de inundação que alternam com períodos de seca, num 
clima mediterrâneo, germinam preferencialmente com temperaturas baixas, embora a 
germinação possa ocorrer em qualquer mês a partir do outono até início da primavera 
(Tuckett et al., 2010; Carta et al., 2012). Em estudos efetuados, embora o 
comportamento de germinação seja variável entre espécies, observou-se como 
temperatura favorável para germinação, uma tendência predominante para 
temperaturas inferiores ou iguais a 15ºC, tendo a percentagem de germinação sido 
maior com temperaturas de cerca de 15ºC associadas com o período de chuvas 
(Tuckett et al., 2010; Cochrane et al., 2011; Carta et al., 2012). Temperaturas similares 
têm sido registadas como ótimas para espécies características de climas 
mediterrânicos (Tuckett et al., 2010; Cochrane et al., 2011; Carta et al., 2012). 
Na maioria das espécies estudadas verificou-se que a germinação foi estimulada com 
temperaturas alternadas (10 e 20ºC), indicando uma preferência para germinação 
dessas espécies nas margens dos corpos de água ou quando os níveis de água 
começam a baixar como já foi referido por Carta et al. (2013). Nos estudos efetuados 
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por Thompson & Grime (1983), a temperatura alternada foi também considerada como 
requisito essencial na germinação de espécies de zonas húmidas. Outras espécies 
germinaram bem em ambos os regimes de temperatura (temperatura constante e 
alternada), indicando que a germinação pode ocorrer igualmente quando se verifica 
alagamento e quando o charco está seco como já foi referido por Carta et al. (2013). 
É este o caso da Romulea ramiflora, que apresentou uma percentagem de 
germinação elevada tanto à temperatura constante de 15ºC quanto à temperatura 
alternada de 10 e 20ºC.  
O regime de luz (fotoperíodo de 12/12h versus ausência de luz) influiu 
significativamente na taxa de germinação, tendo-se comprovado que a luz favorece a 
germinação. 
 Quase não houve sementes de espécies do género Juncus a germinar na ausência 
de luz, e no caso de Juncus heterophyllus nenhuma das sementes o fez. A exigência 
de luz para a germinação encontra-se geralmente associada a sementes pequenas 
que se encontram próximo da superfície do solo (Tuckett et al., 2010) e é um requisito 
comum nas plantas de zonas húmidas (Thompson & Grime, 1983; Probert, 2000), 
particularmente dentro do género Juncus (Grime et al., 1981).  
De acordo com os resultados obtidos (elevadas viabilidades, baixas taxas de 
germinação, variabilidade nas condições ótimas para germinação das diferentes 
espécies) e do pouco conhecimento sobre as condições de germinação e dormência 
de sementes, considera-se que a qualidade de um lote de sementes a preservar deve 
ser estimada pela sua viabilidade e não pela percentagem de germinação obtida. O 
mesmo foi previamente concluído por Godefroid et al. (2010). 
Os requisitos para a quebra de dormência de sementes de plantas aquáticas são 
muitas vezes complexos e/ou desconhecidos. Também não se conhecem as 
condições ótimas de germinação de muitas espécies. Ambos conhecimentos são 
indispensáveis para poder efetuar com sucesso a recuperação ou o restauro de 
habitats degradados, pelo que a continuação do desenvolvimento de trabalhos nesta 
área é fundamental.  
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3 – Considerações finais 
 
O armazenamento de sementes ex situ constitui a forma mais eficaz para a 
conservação de germoplasma de sementes tolerantes à dessecação (Smith et al., 
2003). Sendo considerado o método mais fácil e menos dispendioso, tornou-se a 
opção comum para as espécies que possuem sementes ortodoxas, e que podem 
portanto ser conservadas a longo prazo por esta via (ICNF, s/data). 
Neste estudo, constatou-se que as sementes utilizadas apresentaram níveis de 
viabilidade bastante elevados.  
Manter a viabilidade dessas sementes durante longos períodos de tempo é um 
elemento-chave na conservação dos recursos genéticos vegetais (FAO, 2014). No 
entanto, o armazenamento a longo prazo poderá levar à perda de viabilidade das 
sementes, pelo que se torna necessário proceder à avaliação da sua deterioração ao 
longo do tempo (Walters et al., 2005; Hay & Probert, 2013). Todo o trabalho aqui 
desenvolvido pode constituir uma base para a monitorização de alterações na 
viabilidade das sementes das espécies conservadas ex situ. 
A luz e a temperatura constituem dois parâmetros considerados de extrema 
importância na regulação da germinação, tal como a complexa interação entre o 
estado das sementes e a humidade do solo (Baskin & Baskin, 1998).  
Verificou-se neste estudo que os regimes de luz e temperatura são relevantes para a 
germinação mas que as espécies respondem de forma diferenciada. A grande maioria 
das espécies em estudo alcançou uma percentagem de germinação elevada, apesar 
de as condições de luz e temperatura escolhidas para a sua realização não terem 
abrangido as condições necessárias para a germinação das sementes de todas as 
espécies. Ainda que os resultados sejam promissores, mais experimentação é 
necessária para determinação das condições ótimas de germinação, que são aquelas 
que a maximizam, e que claramente não foram atingidas para algumas das espécies. 
Entre elas é de salientar Isoetes setaceum, pela sua relevância enquanto espécie 
bioindicadora do habitat prioritário (3170*) e, particularmente, pelo estatuto de espécie 
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quase ameaçada na Lista Vermelha da União Internacional para Conservação da 
Natureza (UICN). 
Um teste de germinação é o método padrão usado para proceder à avaliação da 
viabilidade de sementes conservadas ex situ (Smith et al., 2003; FAO, 2014). No 
entanto, de acordo com os resultados obtidos, considera-se que a qualidade de um 
lote de sementes a preservar deve ser estimada pela sua viabilidade. Considerando 
que a taxa de viabilidade é mais adequada para monitorizar a qualidade dos lotes de 
sementes a preservar a longo prazo do que a taxa de germinação, os resultados 
obtidos neste estudo relativamente à viabilidade das sementes são encorajadores 
para a conservação ex situ, cujo principal objetivo é preservar a viabilidade e a 
identidade genética das sementes pelo maior período de tempo possível em 
infraestruturas que visam a conservação de recursos genéticos vegetais, os bancos 
de germoplasma. A conservação ex situ deve, no entanto, ser considerada como um 
método complementar, e deverão sempre ser procuradas vias para recuperar as 
espécies nos seus habitats naturais (in situ), ou seja, deve ser adotada uma estratégia 
integrada (ICNF, s/data). 
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